酵素触媒高分子反応の開拓 by 小竹 智彦
酵素触媒高分子反応の開拓
著者 小竹 智彦
号 50
学位授与番号 3582
URL http://hdl.handle.net/10097/37250
氏名
授与学位
学位授与年月日
 学位授与の根拠法規
 研究科,専攻の名称
学位論文題目
指導教員
論文審査委員
こたけともひこ
小竹智彦
 博士(工学)
 平成18年3月24日
 学位規則第4条第1項
 東北大学大学院工学研究科(博士課程)生物工学専攻
 酵素触媒高分子反応の開拓
東北大学教授正田晋一郎
主査東北大学教授正田晋一郎東北大学教授井上祥雄
東北大学教授中山亨
論文内容要旨
 【第1章序論】
 セルロースやデンプン,キチンなどの多糖バイオマスは,その多彩な物理的性質や生理学的性質から,
 紙や綿,さらに医用材料などとして我々の生活の中で幅広く用いられている.これら多糖は,・多くのヒ
 ドロキシ基を有しており,アセチル基,硫酸基やリン酸基等で修飾することにより,さらに多様な機能
 性を示すことが知られている.これら機能性多糖は製紙工業,繊維工業,食品工業,医薬品工業など,
 実にさまざまな分野で活用されている.しかしながら,多糖の工業的な修飾反応は,未だ古典的な触媒
 による高分子反応に頼っているために,非常に多くの問題を抱えている.例えば,過酷な条件下で,高
 毒性の活性化度の高い試薬を用いて反応するため,分子量の低下が起きる.また,溶媒も金属塩を含む
 有機溶媒に限られており,それらの大量使用は大きな環境負荷となっている.さらに,多糖に存在する
 ヒドロキシ基の修飾置換度を制御することは非常に困難である.機能性多糖に対する機能要求が高度化
 するほど,その置換基のコントロールの重要性がクローズアップされる.そのため,以上の問題点を解
 決するための新技術の開発,すなわち,温和な反応条件で,簡便かつ置換基のコントロールが可能な手
 法が望まれている.
 自然界に目を向けてみると,植物組織内や生体内では酵素を触媒とした高分子多糖の位置選択的修飾
 反応が行われている.例えば馬鈴薯由来のリン酸化デンプンなどは,高リン酸化デンプンとして知ら
 れ,化学修飾によって得られるリン酸化デンプンよりも多くのリン酸基を有している.しかし,生体内,
 由来の転移酵素ならびに修飾ドナー基質の調製が困難であり,工業的プロセスにおける合成触媒として
 は不適である.そこで,置換基の加水分解酵素に着目した.自然界には微生物由来の加水分解酵素が数
 多く存在するため,触媒として大量調製が可能である.その逆反応を利用した酵素触媒高分子反応を開
 拓することで,酵素の基質特異性を利用した修飾置換基の種類,位置のコントロールが可能となり,天
 然,非天然型多糖の更なる高度機能化が期待できる.本研究では,機能性多糖合成のための新たな技術
 として酵素触媒高分子反応を開拓した(職g.1).
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 【第2章糖鎖のリン酸化】
 ヒトミルクオリゴ糖などから見出されたβま一6結合.厚アセチルラクトサミン(LacNAc)オリゴ糖は生命
 現象に重要な役割を担っている可能性が考えられている.そこで新たな生理活性が期待されるg1お結合
 L3cNAcオリゴ糖の構築を行い,さらに免疫活性に大きな影響を与えるリン酸基の導入を試みた.
 LacNAcオキサゾリン誘導体とChiti澱seAi(£ro撚励。ゴ刀認。か。ぬη8WL42)を触媒とする酵素的重付
 加反応により,β1-6結合を有するLacNAcオリゴ糖を合成した.また本反応はβ1二6結合選択的重付加
 反応であることが明らかとなった.さらに,環状メタリン酸を用いる直接リン酸化法を用いることによ
 り,リン酸化L段cNAcオリゴ糖を合成した(Scheme1).次に,酵素触媒による新たなリン酸化手法とし
 て,幅広い基質特異性を有するリン酸加水分解酵素であるフィターゼに着目し,フィターゼを触媒とす
 るリン酸化反応を試みた.その結果,アルコールおよびGlc,(}a1,M&n,GlcNAc,Ma1,Lac対して
 第1級ヒドロキシ基への位置選択的なリン酸化を確認した(Sch$me2).本手法により得られたリン酸化
 糖は低収率であったが,安価なフィターゼは簡便な糖鎖のリン酸化反応の触媒として魅力的である,本
 手法はフィターゼを触媒とするリン酸化反応の初めての報告である.
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 【第3章酵素触媒硫酸化反応】
 酵素触媒による新たな硫酸化手法として,硫酸エステル加水分解酵素であるスルファターゼに着目し,スルフ
 ァターゼを触媒とする硫酸化反応を試みた.まず,酵素触媒高分子反応に適した酵素スクリーニング戦略を考
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 案し,探索源として趣ρθ'g∫〃欝属由来の酵素製剤を用い,硫酸基ドナー,アクセプター基質の両方面からスクリ
 ー ニングした結果,イ卿ε轡llμSO型Zαθ由来の酵素製剤中に目的とするスルファターゼ活性が認められた,また
 酵素製剤中からザイモグラフィー手法を用いることで数種類のスルファターゼの存在を確認した.酵素製剤ビオ
 ザイムAおよび恥ng無11act&忌eの部分精製を行い,得られた活性面分を触媒として用いてGicNAcに対する硫
 酸化反応を行った.その結果4位,および6位が硫酸化された生成物を確認した.また,キトオリゴ糖に対し硫
 酸化反応を行い,硫酸基が玉っ付加した生成物を確認した.さらに,可溶性デンプンおよびクラスターデキストリ
 ンを用いて硫酸化反応を行い,硫酸化多糖生成物を得た(S曲eme3).スルファターゼは工業的にも大量調製
 が可能であり,本手法は単糖,オリゴ糖,水溶性多糖の新たな硫酸化法として期待できる,本手法はスルファタ
 ー ゼを触媒とする糖鎖の硫酸化反応の初めての報告である.
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 【第4章酵素触媒配糖化反応】
 酵素触媒による糖鎖に録する直接的な配糖化反応として,α・ガラクトシダーゼの糖転移反応に着目し
 た.新たなα一ガラクトシダーゼを探索し,糖鎖に対する鋳ガラクトシル化反応を試みた.併ガラクトシ
 ダーゼのスクリーニングの結果,磁勿ρ耀3加撚θ欝由来の酵素製剤中に鋳ガラクトシダーゼ活性を確認
 した.この酵素活性は,既報のα一ガラクトシダーゼと同様にα結合,β結合,環状構造を持った糖鎖に対
 して糖転移反応を触媒した.そこで,酵素を部分精製し,活性画分を触媒として用いて,ヒアルロン酸
 β一マンナン,硫酸化多糖であるヘパリンおよびコンドロイチン硫酸Aに対し鋳ガラクトシル化反応を行
 った結果,ガラクトシル基の導入を確認した(Scheme4).本手法はオリゴ糖,水溶性多糖における直接
 的な配糖化反応として,分岐糖鎖,糖鎖医薬品などの合成に非常に有用である.鋳ガラクトシル基を有
 する糖鎖は,新たな生理活性,生体親和性を有する機能性高分子として期待できる.
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 【第5章総括】
 本研究で目的とした酵素触媒高分子反応による多糖の機能化は,これまで前例のない新たな基盤技術であ
 り,1)従来プロセスの簡素化と温和な反応条件,2)酵素の使用による従来法では得られなかった新規機能性多
 糖の合成,などの優位点があげられる.これら技術を実用化し,様々な機能性多糖の合成に拡張できれば,食
 品,製紙,材料,医薬晶業界に与えるインパクトは非常に大きいと考えられる.
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 多糖のヒドロキシ基を修飾した機能性多糖は実に様々な分野で活用されている.しかしながら,工業
 的な機能性多糖の合成法では危険な試薬,大量の有機溶剤の使用などの問題点を抱えており,環境負荷
 の低減を考慮した次世代の新技術が強く望まれている.本論文は機能性多糖合成のための新たな技術と
 して酵素触媒高分子反応の開拓を目的として,糖鎖の新たなリン酸化,硫酸化,配糖化反応の開発を行
 った成果を纏めたものであり,全編5章よりなる.
 第1章は序論であり,本研究の背景と目的を述べている.
 第2章では,第1節で,Nアセチルラクトサミンオリゴ糖の合成と直接リン酸化法を用いたりン酸化
 .湿アセチルラクトサミンオリゴ糖の合成について述べている.ChitinaseAX費om融改Z～卵切℃θ血肥
 WL・12)を触媒とする酵素的重付加反応によりβ1-6結合を有する丼アセチルラクトサミンオリゴ糖が生
 成することを示している.さらにリン酸化することで,新たな生理機能の発現が期待される.また,第
 2節では,フィターゼを触媒とするリン酸化反応について述べている.フィターゼ触媒リン酸化反応は
 様々な糖やアルコールの第1級ヒドロキシ墓への位置選択的なリン酸化が可能であり,汎用性の高いリ
 ー ン酸化手法であることを示している.安価なフィターゼは,簡便な糖鎖のリン酸化反応の触媒として有
 用であり,本手法はフィターゼを触媒とするリン酸化反応の初めての報告である.
 第3章では,スルファターゼの探索とスルファターゼを触媒とする硫酸化反応について述べている。硫酸基ドナ
 ー および硫酸化多糖を認識するスルファターゼ活性を廊ρθ落ガ1〃50彫∂θ由来の酵素製剤中より見出し,
 部分精製を行ったスルファターゼを触媒として用いて,単糖,オリゴ糖,水溶性多糖に対する硫酸化反応を行う
 ことにより,硫酸化糖が生成することを示している.安価なスルファターゼは,簡便な糖鎖の硫酸化反応の触媒と
 して非常に有用であり,本手法はスルファターゼを触媒とする糖鎖硫酸化反応の初めての報告である.
 第4章では,㏄ガラクトシダーゼの探索とα一ガラクトシダーゼを触媒とする配糖化反応について述べて
 いる.鋳ガラクトシダーゼ活性を動物卿〃5刀i惚〃5由来の酵素製剤中より見出し,部分精製を行った結
 果,分子量80000程度のタンパク質に活性を確認し,新規酵素であることを示している.α一ガラクトシ
 ダーゼ活性を触媒として用い,オリゴ糖,水溶性多糖に対するα・ガラクトシル化反応を行うことにより,
 ガラクトシル基の導入を示した.様々な糖鎖に対するガラクトシル基の導入を確認しており,本手法の
 汎用性を示している.また,糖転移反応における足場を必要とせずに,主鎖に対する直接的な配糖化反
 応が可能であることを示しており,生体機能性を有する分岐糖鎖の合成において,非常に有用な反応で
 あると言える.
 第5章は結論であり,上記各章を総括している.
 以上要するに本論文は,これまで前例のない新たな技術である酵素触媒高分子反応を開拓し,糖鎖の
 リン酸化,硫酸化,配糖化反応の開発を行ったものであり,.機能性多糖合成における基盤技術として,
 糖鎖工学,生物工学の発展に寄与するところが少なくない.
 よって,本論文は博士(工学)の学位論文として合格と認める.
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